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Pseudomonas putida におけるマンガン酸化反応の制御 
 








Manganese oxidizing bacteria is oxidation of Mn(Ⅱ) to Mn(Ⅳ) in the environment. Oxdation of Mn 
produces manganese oxide that form the crystal structure, which absorbs metal ions. The physiological 
significance of bacterial oxidizing manganese, however, remain largely unknown. In this study, I aimed 
to clarify the molecular mechanism of manganese oxidation of Pseudomonas putida KT2440. Seven genes 
have been identified to be involved in manganese oxidation reaction. P. putida KT2440 genome predicted 
all of 7 genes related to manganese oxidation reaction. However, all of 7 single gene deletion strains did 
not suppress the ability of manganese oxidation reaction in the parent strain. I also found two component 
system mnxSR, predicating regulatory system of manganese oxidation reaction, in P. putida KT2440 
genome. MnxR of P. putida KT2440 was expressed in E. coli, purified by affinity chromatography, and 
subject to gel shift assay. The results showed the binding of MnxR to the promoter region of mnxG and 
mcoA. These results suggest that MnxSR control the set of genes involved in manganese oxidation reaction 
of P. putida KT2440. 
















系 mnxSR の存在も分かってきている (1,3) 。本研究では




(1) P. putida KT2440 におけるマンガン酸化遺伝子欠失株
の作製 
P. putida KT2440 ゲノムの標的遺伝子の上流下流 300 bp
の DNA 断片並びに Gm 耐性遺伝子を pK19mobsacB に挿
入し、組換え遺伝子プラスミドを構築した。Escherichia 
coli S17-1 λpir から接合によって P. putida KT2440 に組換
え遺伝子プラスミドを導入し、P. putida KT2440 内での相
同組換えによって標的遺伝子と Gm 耐性遺伝子とが入れ
替わった株を得た。 
(2) アフィニティクロマトグラフィーによる MnxR 精製 
 pET28a (+) に mnxR 遺伝子を挿入した高発現プラスミ






 目的の遺伝子のプロモーター領域が挿入された lux レ
ポータープラスミドを構築した。作製した lux レポーター
プラスミドを鋳型とし、プロモーター領域の増幅に用い
た Forward primer、pLUX 上に設計され FITC によって蛍
光ラベル化された Reverse primer を用いて、FITC ラベル
DNA プローブを PCR によって作製した。 
 精製タンパク質と DNA プローブを 37℃、30 分間反応
させたのち、ポリアクリルアミド電気泳動を行った。電気














 先行研究において、Pseudomonas putida GB-1 にマンガ
ン酸化を制御する二成分制御系 mnxSR の存在が示唆され
ている (1) 。そこで P. putida KT2440 において全二成分
制御系遺伝子を検索し、mnxSR の探索を行った。P. putida 
KT2440 ゲノム内に相同遺伝子を発見することができた。 
(3) 組換え MnxR の精製 
 マンガン酸化を制御する mnxSRのレスポンスレギュレ
ーターmnxR欠失株では、mnxG、mcoAの mRNA 量が野生
株に比べ減少することがわかった (3) 。そこで mnxR が
直接 2 つの遺伝子の発現制御を行うかを調べるため、ま
ずは MnxR の精製を試みた。MnxR の N 末端、C 末端両
方に His-tag を付加した組換え MnxR を精製することがで
きた (図 2) 。 
 
図 2 組換え MnxR のアフィニティクロマトグラフィー
による溶出 
 
(4) MnxR の mnxG、mcoAプロモーター領域への結合 
 精製した組換え MnxR を用いて、ゲルシフトアッセイ
により mnxG、mcoA の二つの遺伝子のプロモーター領域
への in vitro での結合を確認した (図 3) 。ゲノム上の結
合部位は決定していない為、mnxG、mcoA の上流 500 bp
をプロモーター領域とした。 
 
図 3 MnxR と mnxG、mcoAプロモーター領域 (500 bp) 
との結合 





 DNA 上の MnxR 結合部位を特定するため、mnxG、mcoA
のプロモーター領域を遺伝子上流から 100 bp ずつ短くし、
100～400 bp の DNA 領域を含む DNA プローブを作製し
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